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Abstract: A rapid and highly sensitive high-performance liquid chromatography method with 
fluorescence detection has been developed for determination of glutathione and related thiols in rat 
tissues. A simple pre-column derivatization procedure with the thiol-specific, fluorogenic reagents 
4-fluoro-7-sulfamoylbenzofurazan (ABD-F) and 4-fluoro-7-sulfobenzofurazan ammonium salt 
(SBD-F) were employed. The separation of the derivatized glutathione and related thiols was 
performed using a mobile phase consisting of 75 mM sodium citrate (pH 2.9) – acetonitrile gradient 
(1-15 %) flowing at 1.0 mL/min. The eluted derivatives were fluorometrically detected at an excitation 
wavelength 380 nm and an emission wavelength 510 nm. Under the optimum chromatographic 
conditions, the calibration curve was linear over the range of 0.5 to 10.0 nmol/mL with the correlation 
coefficient of 0.9998. This method has been used to determine glutathione and related thiols 
concentrations in normal rats and streptozotocin-induced diabetic rats tissues. 
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緒言 



















及び 4-fluoro-7-sulfobenzofurazan ammonium salt
（以下 SBD-F）を用いたチオール化合物の定量

















たは網膜 2 眼分に 1 mL の酸化防止剤として 1 
mM BAPS (Bathophenanthroline disulfonic acid)/0.1 
M HCl を添加し，30 秒ホモジナイズした．15,000 
rpm，15 分，4℃で遠心し上清を回収した．上清
100 μLに 8.4 μLの 60％過塩素酸を添加して撹拌
後，15,000 rpm、15 分、4℃で遠心した．さらに




抽出液 50 µL に 0.2% ABD-F溶液（5 mM EDTA
を含む 0.7 M ホウ酸ナトリウム緩衝液 (pH 9.3) 
に溶解）を 250 µL加え，60℃，5 分間反応させ還
元型を ABD 誘導体とした．冷却後，酢酸エチル
500 µL加え攪拌し 15,000 rpm，4℃，1 分間遠心後
酢酸エチル層を取り除いた．この操作を 3回行い，
未反応の ABD-F を除去した．水層に 2% SBD-F
溶液（5 mM EDTAを含む 0.7 M ホウ酸ナトリウ
ム緩衝液 (pH 9.3)に溶解）及び還元剤として 10 % 
TBP (tri-n-butyl- phosphine) 溶液 （2-プロパノール
/アセトニトリル (2：98) で希釈）をそれぞれ 25 
µLずつ加え，60℃，20 分間反応させ酸化型を SBD
誘導体とした．冷却後 4 M HCl を 50 µL加え反応
を停止させた．これを HPLCの試料とした．HPLC
による分析には，ODS カラム（COSMOSIL 
5C18-AR-Ⅱ，4.6 ID x 150 mm）を使用し，移動層
は 75 mM クエン酸ナトリウム (pH 2.9)，アセト
ニトリルを用いた．移動層中のアセトニトリル濃





齢雄性 Wistar 系ラットを用いた．糖尿病群は 0.5 
Mクエン酸ナトリウム(pH 4.5)に溶解させたスト
レプトゾトシン(65 mg/kg)を，コントロール群に















Cysteine, Cysteinylglycine (CysGly), 
γ-Glutamylcysteine(γ-GluCys)及び  Homocysteine 
の各々還元型，酸化型の標準水溶液を，ABD-F




    図 2．グルタチオン及び関連ペプチドの ABD-F 及び SBD-F 誘導体の検量線 
図 1．標準溶液のクロマトグラム 








また，検出限界は，最も良い  CysGly(oxidized 
form) で 30 fmol，また最も悪い Cysteine でも 












トでは 153 ± 2.25 mg/dl，またストレプトゾトシ







て，GSH (x1.2)，GSSG (x1.5)，Cysteine (x1.2)，
Cystine (x1.1)，還元型 CysGly (x1.1)及び酸化                                   




表 3 (a) 正常及びストレプトゾトシン糖尿病ラット臓器（肝臓，心臓，腎臓）中のグルタチオン及び関
連ペプチド濃度   N.D.: Not Detectable  a :μmol/g w.w.  b : nmol/g w.w.   
 
   
a
  μmol/g w.w. 
   
b
  nmol/g w.w. 
   
c
  nmol/mg protein 
   
d
  pmol/mg protein 
     肝臓             正常ラット       糖尿病ラット 
 GSH  5.03 + 0.36
a
  6.04 + 0.21
a
 
 GSSG  0.42 + 0.02
a
  0.63 + 0.02
a
 
 Cysteine 19.51 + 1.22
a
 22.59 + 2.33
a
 
 Cystine 29.22 + 0.97
a
 32.66 + 1.74
a
 
 CysGly  4.61 + 0.36
b
  5.22 + 0.87
b
 
 CysGly (oxidized)  0.09 + 0.01
b
  0.12 + 0.01
b
 
 γ-GluCys  N.D.   N.D. 
 γ-GluCys (oxidized)  N.D.   N.D. 
 Homocysteine  4.36 + 1.57
b
  4.85 + 1.14
b
 
 Homocystine  2.33 + 0.86
b




     心臓             正常ラット       糖尿病ラット 
 GSH 0.95 + 0.02
a
 0.78 + 0.03
a
 
 GSSG 0.19 + 0.01
a
 0.21 + 0.01
a
 
 Cysteine  N.D.   N.D.  
 Cystine 0.057 + 0.002
a
 0.056 + 0.001
a
 
 CysGly 1.18 + 0.12
b
 0.39 + 0.05
b
 
 CysGly (oxidized) 0.39 + 0.01
b
 0.32 + 0.03
b
 
 γ-GluCys  N.D.   N.D. 
 γ-GluCys (oxidized)  N.D.   N.D. 
 Homocysteine 1.45 + 0.37
b
 1.29 + 0.25
b
 
 Homocystine  N.D.   N.D. 
 
     腎臓            正常ラット       糖尿病ラット 
 GSH 1.02 + 0.21
a
 1.40 + 0.15
a
 
 GSSG 0.05 + 0.01
a
 0.07 + 0.01
a
 
 Cysteine 0.10 + 0.01
a
 0.15 + 0.01
a
 
 Cystine 0.005 + 0.001
a
 0.045 + 0.008
a
 
 CysGly 6.82 + 1.23
b
 6.00 + 1.77
b
 
 CysGly (oxidized) 0.12 + 0.01
b
 0.07 + 0.01
b
 
 γ-GluCys  N.D.   N.D. 
 γ-GluCys (oxidized)  N.D.   N.D. 
 Homocysteine 0.52 + 0.09
b
 0.63 + 0.15
b
 




表 3 (b) 正常及びストレプトゾトシン糖尿病ラット臓器（大脳，小脳，水晶体）中のグルタチオン




型 CysGly (x1.3) について上昇した．しかし，
γ-GluCys 及び Homocysteine については変動がな
かった．（表 3 (a)） 
心臓：GSH 及び還元型 CysGlyが各々86%，32% 
に減少した．しかし，γ-GluCys 及び Homocysteine
については変動がなかった．（表 3 (a)） 
腎臓：GSH (x1.4)，GSSG (x1.4)，Cysteine (x1.5)，
Cystine (x9)が上昇した．しかし，還元型及び酸
化型 CysGly については減少していた．しかし，
γ-GluCys 及び Homocysteine については変動がな
かった．（表 3 (a)） 
大脳：GSH 及び還元型 CysGly が各々1.4 倍に
上昇した．γ-GluCys 及び Homocysteine について
は変動がなかった．（表 3 (b)） 
小脳：GSH (x1.4)，GSSG (x1.5)，Cystine (x2)，
還元型 CysGly (x1.6)及び酸化型 CysGly (x1.5) が
上昇した．しかし，Cysteine は 83% に減少し，
また，γ-GluCys 及び Homocysteine については変
動がなかった．（表 3 (b)） 
水晶体：還元型CysGlyが 37% に減少したが，
これ以外には殆ど変動はなかった．（表 3 (b)） 
網膜：GSH，GSSG 及び酸化型 CysGly につい
て各々 66 %，69 %及び 65 %に有意に減少した．
しかし，肝臓同様 γ-GluCys 及び Homocysteine に
ついては変動がなかった．（表 3 (c)） 
 
考察 











した結果，本定量法は約 30 分以内で 10 種類の
グルタチオン及びその関連ペプチドの還元型及
表 3 (c) 正常及びストレプトゾトシン糖尿病ラット臓器（網膜）中のグルタチオン及び関連ペプチ
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